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Proteiinikinaasi C (PKC) on erittäin tutkittu aihe. Pubmed haku ”protein kinase c” 
tuottaa tulokseksi 57428 artikkelia, joista 4819 on katsausartikkeleita. 
Proteiinikinaasi C:tä voidaan yhä pitää yhtenä tärkeänä tutkimuksen ja 
lääkekehityksen kohdeproteiineista. Sen toimintamekanismien selvittäminen ja 
säätely lääkkein saattaa olla ratkaisu monien vakavien sairauksien kuten HIV:n 
ja syövän hoidossa (Barton et al., 2013; Hong et al., 2012). PKC ei kuitenkaan 
ole yksittäinen proteiini vaan kymmenen isoentsyymin muodostama ryhmä 
proteiineja, joilla jokaisella on omat tehtävänsä ihmiskehon eri osissa. Tämä 
PKC:n monimuotoisuus tekeekin siitä haastavan kohteen lääkekehityksen 
kannalta (Mochly-Rosen et al., 2012). Mahdollisen lääkeaineen tulisikin olla hyvin 
selektiivinen vain tietyn isoentsyymin suhteen, jotta sillä voisi olla hoidollista 
merkitystä. Useimmat PKC:n toimintaan vaikuttavat lääkeaineet ovat kuitenkin 
osoittautuneet pettymyksiksi kliinisissä kokeissa ja monien kehittäminen on 
keskeytetty. Useimmat näistä lääkeaineista ovat olleet PKC:n ATP-taskuun 
sitoutuvia estäjiä, jotka ovat olleet jokseenkin selektiivisiä eri isoentsyymien 
suhteen (Wu-Zhang and Newton, 2013). Vaikka ATP:n sitoutumiskohta on hyvin 
samanlainen eri isoentsyymien välillä, siihen vaikuttavia lääkeaineita yritetään 
yhä kehittää ja onkin todennäköistä, että jokin PKC:n ATP-taskuun vaikuttava 
lääkeaine saa myyntiluvan tulevaisuudessa.  
Lääkeaineen kehitys laboratoriosta käyttöön vie yhä enenevässä määrin aikaa ja 
rahaa. Siksi on kehitettävä menetelmiä, joilla kehitysaikaa voitaisiin lyhentää ja 
kuluja vähentää. Yksi tällainen mahdollisuus on tietokoneavusteisten 
menetelmien käyttö lähdemolekyylien etsinnässä. Tietokoneiden laskentatehon 
suhteellinen hinta laskee jatkuvasti ja on olemassa lukuisia kaupallisia sekä 
ilmaisia ohjelmia, joilla tietokoneavusteista lääkekehitystä voidaan tehdä (Chen 
et al., 2012). Ihmisen ratkaistun genomin ja tehokkaiden kristallografisten 
menetelmien avulla voidaan useimmista proteiineista ratkaista ja luoda 





Ihmiskehon proteiinit voidaan jakaa proteiiniperheisiin, joilla kaikilla on samat 
evolutionääriset juuret (Zhang et al., 2011). Monien proteiiniperheiden 
aminohapposekvenssit ovat keskenään erittäin samanlaisia ja tätä 
samankaltaisuutta, homologiaa, voidaan käyttää hyväksi luotaessa 
kolmiulotteisia malleja proteiineista, joiden jonkin lähisukulaisen kolmiulotteinen 
rakenne on esimerkiksi röntgendiffraktiolla ratkaistu (Vyas et al., 2012). Tällaisia 
malliperheitä voitaisiin käyttää hyväksi etsittäessä selektiivisiä lääkeaineita.  
Tietokoneavusteinen lääkekehitystyö mahdollistaa lääkekehityksen alkuvaiheen 
prosessien automaation ja edullisen toistettavuuden. Suurimmat kulut tulevat 
laitteistosta, ohjelmistosta ja sähkön kulutuksesta. On kuitenkin muistettava, että 
tietokonesimulaatioiden tulokset ovat ainoastaan suuntaa antavia, vaikka niiden 
luotettavuus onkin jatkuvasti parantunut. Siksi tietokoneavusteisia menetelmiä 
käytetäänkin yleensä vain alkuvaiheen lähdemolekyylien kehityksessä ja niiden 
parantelussa.  
Tämän pro gradun -työn tarkoituksena oli tutkia mahdollisuuksia alkuvaiheen 
lääkekehityksen toteuttamiseen käyttäen apuna ilmaisia ohjelmia ja tietokantoja. 
Tarkoituksena oli myös selvittää olisiko niiden avulla mahdollista kehittää 
menetelmä, joilla voitaisiin etsiä PKC:n eri isoentsyymejä selektiivisesti estäviä 
molekyylejä käyttäen hyväksi tunnettujen kiderakenteiden pohjalta tehtyjä 
homologiamalleja. 
 
2. Proteiinikinaasi C 
Proteiinikinaasi C:t (PKC) ovat yksi seriini- ja treoniinikinaasien alaryhmä, joka 
koostuu kymmenestä isoentsyymistä ja joita yhdistää niiden kyky fosforyloida 
seriini- ja treoniiniyksiöitä muissa kohdeproteiineissa ja siten säädellä niiden 
toimintaa.  
PKC-isoentsyymit jaetaan kolmeen luokkaan niiden rakenteen ja kofaktorien 
mukaan. Konventionaaliset isoentsyymit (cPKC) α, βI, βII ja γ aktivoituvat 
  
 
kalsiumin (Ca2+), diasyyliglyserolin (DAG) ja fosfatidyyliseriinin (PS) 
vaikutuksesta (Ohno et al., 1991). βI- ja βII-isoentsyymit eroavat toisistaan vain 
silmukointinsa ja 43 viimeisen aminohapon osalta (Coussens et al., 1987). 
Uudenlaisiksi isoentsyymeiksi (novel, nPKC) nimetyt δ, ε, η ja θ eivät sido 
kalsiumia, mutta ne tarvitsevat fosfatidyyliseriiniä, diasyyliglyserolia ja 
tyydyttymättömiä rasvahappoja aktivoituakseen. Epätyypilliset isoentsyymit 
(atypical, aPKC) ζ, λ/ι (λ on hiirestä eristetty homologi) ovat osittain aktiivisia 
ilman kofaktoreita, mutta PS:n, fosfatidyyli-inositolien tai tyydyttymättömien 
rasvahappojen sitoutuminen lisää niiden tehoa (Bacher et al., 1991; Hashimoto 
et al., 1992; Ono et al., 1987; Osada et al., 1990; Selbie et al., 1993). Aivoista on 
lisäksi löydetty PKC ζ:n erillinen muoto PKM ζ, joka koostuu vain ζ:n 
katalyyttisestä osasta. Se ei ole pilkkoutunut osa ζ:sta, vaan aivan oma 
transkriptinsä (Hernandez et al., 2003). Lisäksi on olemassa PKC:n kaltaisten 
entsyymien ryhmä (PRK 1-3), joka joskus lasketaan kuuluvaksi samaan ryhmään 
PKC:n kanssa, mutta virallisesti ne on nimetty proteiinikinaasi N:ksi ja ne kuuluvat 
eri ryhmään (Mukai, 2003). 
2.1 Rakenne 
PKC:n rakenne jakautuu toiminnallisiin alueisiin (functional domain). Nämä 
alueet määrittävät proteiinien toimintaa ja kofaktorien tarvetta. PKC:issä on neljä 





Kuva 1. Proteiinikinaasi C:n eri luokkien toiminnalliset alueet. 
 
Sekä C1- sekä C2-alueet määräävät, mitä kofaktoreita isoentsyymit tarvitsevat 
aktivoituakseen. C1-alue on kaikissa PKC-isoentsyymeissä, mutta vain 
cPKC:ssä sekä nPKC:ssä se on jakautunut kahteen pääsääntöisesti kysteiinistä 
muodostuvaan alarakenteeseen C1a ja C1b. C1a ja C1b muistuttavat 
rakenteeltaan niin sanottuja sinkkisormia ja ne huolehtivat sekä DAG:n että 
forboliestereiden sitoutumisesta (Ahmed et al., 1991). Koska aPKC:ssa on vain 
C1-alue, forboliesterit eivät voi aktivoida niitä. C1-domeenin alkupäässä sijaitsee 
entsyymin substraatin tunnistusosan kaltainen pseudosubstraatti, joka säätelee 
entsyymin aktiivisuutta estämällä substraatin pääsyn fosforyloivaan kohtaan 
katalyyttisessä osassa (House and Kemp, 1987). Joissain isoentsyymeissä, 
kuten PKC δ, C1b on vastuussa DAG:iin sitoutumisesta, mutta muissa, kuten 
PKC α, C1a ja C1b molemmat osallistuvat DAG:n sitoutumiseen (Medkova and 
Cho, 1999). PKC η:ssä nämä jaksot kuitenkin erottaa epätavallisen pitkä 74 
aminohapon välijakso, eikä sen C1-osassa ole pseudosubstraattijaksoa, minkä 
vuoksi se sitoo heikosti forboliestereitä ja luokitellaankin joskus epätyypillisiin 
isoentsyymeihin. Niiden C1-osassa on vain yksi C1a:ta muistuttava 
sinkkisormialue eivätkä ne siksi sido forboliestereitä. C2-osa seuraa 
konventionaalissa isoentsyymeissä heti C1:n jälkeen ja se sitoutuu 
  
 
fosfatidyyliseriiniin kalsiumista riippuvaisella mekanismilla. Kalsiumionit 
muuttavat entsyymin elektrostaattista varausta niin, että sitoutuminen 
solukalvolla sijaitsevaan fosfatidyyliseriiniin on mahdollista. nPKC:ssä on muista 
poiketen C2-laskostuman kaltainen jakso, josta puuttuvat kalsiumia sitovat 
aspartaattiyksiköt eivätkä ne myöskään sitoudu solukalvon fosfatidyyliseriiniin tai 
aktivoidu forboliestereiden vaikutuksesta (Burns and Bell, 1991). C2-domeenissa 
sijaitsee myös osa RACK-proteiinien (Receptor for Activated C-Kinase) 
sitoutumiskohtaa. RACK-proteiinit sitovat aktivoituneita proteiinikinaaseja tiettyyn 
solun osaan, lähemmäksi niiden kohdemolekyylejä (Csukai and Mochly-Rosen, 
1999). 
Katalyyttisen alueen muodostavat PKC:iden aminohappojaksojen loppupään 
alueet C3 ja C4. Näitä alueita kutsutaan myös kinaasialueeksi, koska ne ovat 
säilyneet hyvin samanlaisina eri proteiinikinaaseilla (Housey et al., 1988). C3-
domeenissa sijaitsee ATP:n sitoutumiskohta, jonka aminohapposekvenssit ovat 
samanlaiset kaikissa paitsi PKC ζ isoentsyymissä. C4-domeenissa sijaitsee 
substraatin sitoutumiskohta ja fosforyloiva osa entsyymistä. Katalyyttisellä 
alueella sijaitsevat myös kolme aminohappoa, joiden fosforylaatio säätelee 
kinaasien aktiivisuutta. Proteiinikinaasien kinaasilaskostuma on kaikkien 
isotyyppien kesken hyvin samanlainen periytyvä rakenne ja se muodostaa kaksi 
lohkoa, joista aminopään lohko on muodostunut suurelta osin β-lamelleista ja 
karboksyylipään lohko α-helikseistä (Kuva 2). ATP:n ja substraatin 
sitoutumispaikka sijaitsee näiden lohkojen väliin jäävässä kuopassa. Lisäksi 





Kuva 2. Proteiikinaasi C:n katalyyttisen osan rakenne muodostuu 
aminopään (sininen) ja karboksyylipään (punainen) kahdesta puolipallosta, 
joiden välissä ATP-tasku sijaitsee. Puoliskojen väliin jää myös niitä 
yhdistävä saranaosa (keltainen). 
3. PKC:n toiminta ja kiertokulku 
PKC:iden kierto soluissa on yksinkertaistettuna seuraavanlainen. Ne valmistuvat 
proteiinisynteesin kautta, minkä jälkeen ne siirtyvät sytosoliin kypsymättömässä 
muodossa odottamaan kypsymistään. Kypsymisellä tarkoitetaan tiettyjä PKC:n 
katalyyttiselle aktiivisuudelle tärkeitä fosforylaatioita. Näiden fosforylaatioiden 
tapahduttua PKC:t siirtyvät solukalvolle tai muihin solun osiin sitoutuen siellä niille 
sopiviin rakenteisiin. Siirryttyään vaikutuskohtaansa ne aktivoituvat kofaktorien 
sitoutuessa niihin ja fosforyloivat seuraavan proteiinin proteiinikaskadissaan. 
Suoritettuaan tehtävänsä ne irtoavat kiinnityskohdastaan ja joutuvat 
defosforyloiduiksi. Tämän jälkeen ne joko pilkkoutuvat tai ne säästetään 
käytettäväksi uudelleen. Tällöin ne siirtyvät takaisin sytosoliin odottamaan 




Fosforylaatiot aikaansaavat entsyymin rakenteen konformaation muutoksia, 
kuten esimerkiksi pseudosubstraatin irtoamisen substraatin sitoutumiskohdasta, 
mikä mahdollistaa substraatin pääsyn fosforylaatiokohtaan. Proteiinikinaasien 
aktiivisuutta säätelee kolme kaikille yhteistä ja toiminnalle kriittistä 
fosforylaatiokohtaa: aktivaatiosilmukka (activation loop, AL), käännösmotiivi (turn 
motif, TM) ja hydrofobinen motiivi (hydrophobic motif, HM), jotka sijaitsevat 
katalyyttisessä osassa. Isoentsyymit kypsyvät toimintavalmiiksi näiden kohtien 
fosforylaation avulla. Proteiinikinaaseissa on kuitenkin myös useita muita 
fosforylaatiokohtia, joiden merkitystä ei vielä ole täysin selvitetty. Useimmat 
vaikuttavat isoentsyymien sitoutumiseen ja kulkeutumiseen solun eri rakenteisiin 
(White et al., 2002) sekä kohdemolekyylien tunnistukseen (Kawakami et al., 
2003). 
 
3.1.1 Aktivaatiosilmukka  
ATP:n ja substraatin sitoumispaikan lähellä on aktivaatiosilmukka, jossa yhden 
treoniiniyksikön fosforyloituminen on tärkeä vaihe proteiinikinaasi C:n 
aktiivisuuden säätelyssä (Orr and Newton, 1994). Yleensä fosforyloijana toimii 
fosfoinosidi-riippuvainen kinaasi 1 (phosphosinoside-dependent kinase 1, PDK-
1), joka on edeltävä kinaasi PKC:n aktivaatiokaskadissa (Chou et al., 1998). 
Aktivaatiosilmukan fosforylaatio voi kuitenkin tapahtua myös muiden kinaasien 
avulla tai itsestään autofosforylaation kautta. cPKC:iden aktivaatio on 
riippuvainen PDK-1:stä tai muista kinaaseista, kun taas nPKC:t sekä aPKC:t 
voivat myös autofosforyloitua (Parekh et al., 2000). Aktivaatiosilmukan treoniinin 
fosforylaatio luo ionisidoksia sen ja läheisten yksiköiden välillä, mikä stabiloi 
proteiinin rakenteen aktiiviseen asentoon. Tämä vuorovaikutus aikaansaa 
konformaatiomuutoksen, joka mahdollistaa substraatin fosforylaation. Jos 
aktivaatiosilmukan treoniini vaihdetaan negatiivisesti varautuneeseen yksikköön, 
fosforylaatiota ei tarvita. Aktivaatiosilmukan fosforylaation aiheuttama 
konformaatiomuutos johtaa kahden karboksyylipään aminohapon 
  
 
autofosforylaatioon ja kypsään entsyymiin, joka aktivoituu kofaktorien 
vaikutuksesta. Poikkeuksena on PKC δ, joka ei vaadi tätä fosforylaatiota 
aktivoituakseen, mutta AL:n fosforylaatio vaikuttaa sen substraattispesifisyyteen 
ja toimintaan apoptoosikaskadissa (Steinberg, 2004). PKC δ saattaa myös 
aktivoitua autofosforylaation kautta tai sitten sen fosforyloijana toimii PKC ε 
(Oehrlein et al., 1998). PDK-1 ei kuitenkaan ainoastaan fosforyloi PKC:tä, eikä 
se myös ole ainoa PKC:tä fosforyloiva kinaasi (Vanhaesebroeck and Alessi, 
2000, p. 1). Esimerkiksi biliverdiinireduktaasi saattaa fosforyloida PKC β II:n ja 
adenosiinimonofosfaatin avulla aktivoituvan proteiinikinaasin on osoitettu 
fosforyloivan PKC ζ:aa hypoksian aikana (Gusarova et al., 2009). 
 
3.1.2 Käännösmotiivi 
Toinen tärkeä fosforylaatiokohta sijaitsee laskostuman karboksyylipäässä, jossa 
peptidiketju tekee jyrkän käännöksen. Tämän ns. käännösmotiivin treoniinin tai 
seriinin fosforylaatio johtaa sidoksien, jotka jäykistävät proteiinikinaasien ytimen 
rakennetta sitomalla karboksyylipään kinaasilaskostumaan, muodostumiseen 
(Bornancin and Parker, 1996). Käännösmotiivin fosforylaatio ei kuitenkaan ole 
ratkaiseva katalyyttisen aktiivisuuden kannalta, eikä sitä tarvita kaikkien 
isoentsyymien tapauksissa (Hauge et al., 2007; Liu et al., 2002). 
Fosforyloitumaton käännösmotiivi kuitenkin heikentää kinaasin rakennetta, jolloin 
se hajoaa helpommin lämmön, hapettumisen, proteolyysin ja defosforylaation 
vaikutuksesta. Käännösmotiivin fosforylaatiota säätelee mammalian target of 
rapamycin -järjestelmä (mTORC) ja erityisesti mTORC2-kompleksin on todettu 
fosforyloivan cPKC:n ja PKC ε:n käännösmotiivin (Ikenoue et al., 2008). 
Käännösmotiivin fosforylaatio säätelee myös kaitsijaproteiinien, kuten 
lämpösokkiproteiini 70:n (heat shock protein-70, Hsp70) ja keratiinien, jotka 
säätelevät uudelleen fosforylaatiota, sitoutumista (Gao and Newton, 2002). 
Käännösmotiivi toimii eräänlaisena proteiinikinaasien eliniän säätelijänä ja tätä 
elinikää säätelee peptidyyli-prolyyli-isomeraasi (peptidyl-prolyl isomerase, Pin1), 
joka katalysoi käännösmotiivin defosforylaatioon johtavaa 
isomeroitumisreaktiota. Säätelymekanismi edellyttää katalyyttistä aktiivisuutta 
  
 
kinaasilta sekä sitä, että käännösmotiivin treoniinia seuraa proliini (Abrahamsen 
et al., 2012). 
 
3.1.3 Hydrofobinen motiivi  
Kolmas tärkeä fosforylaatio tapahtuu hydrofobisessa motiivissa (hydrophobic 
motif, HM) ATP-taskun takana toisella puolella molekyyliä. Tämä hydrofobinen 
autofosforylaatiokohta on sekä cPKC:ssä että nPKC:ssä, mutta ei aPKC:ssä, 
joissa sen paikalla on negatiivisesti varautunut glutamiinihappo (Behn-Krappa 
and Newton, 1999). Seriinin tai treoniinin fosforylaatio HM:ssa kohdistaa C-
heliksin parempaan asentoon katalyysia varten ja vakauttaa kinaasin sisäosan 
aikaansaaden kinaasin asennon sulkeutumisen, mikä suojaa sitä 
inaktivoitumiselta (Xu et al., 2004). HM toiminee myös PDK-1:n 
sitoutumiskohtana käännösmotiivin fosforyloitumisessa (Balendran et al., 2000). 
Sekä mTORC2 että kaitsijaproteiinit kuten lämpösokkiproteiini 90 (heat shock 
protein-90, Hsp90) stabiloivat kinaasin rakennetta auttaen siten myös HM:n 
fosforylaatiossa (Gould et al., 2009). Epätyypillisissä proteiinikinaaseissa, kuten 
PKC ι hydrofobisen motiivin paikalla on negatiivisesti varatunut yksikkö, joka 
muodostaa samanlaisia sidoksia kuin negatiivisesti varautunut fosfaatti. HM ja 
sen ympäristö toiminee myös Pin1:n sitoutumiskohtana sen säädellessä 
käännösmotiivin defosforylaatiota (Abrahamsen et al., 2012). 
 
3.2 Defosforylaatio 
nPKC:n sekä cPKC:n toiminta solukalvolla loppuu DAG:n hajotessa 
diasyyliglyserolikinaasien (DGK) vaikutuksesta (Mérida et al., 2008). Peptidyyli-
prolyyli-isomeraasi Pin1 muuntaa konventionaaliset PKC:t defosforylaatiolle 
otolliseen muotoon. Kinaasit vapautuvat solukalvolta ja kulkeutuvat takaisin 
sytoplasmaan, jossa ne defosforyloituvat PH-domeeni- ja leusiinirikkaiden 
toistoproteiinifosfataasien (PH domain and leucine-rich repeat protein 
phosphatases, PHLPP) vaikutuksesta (Gao et al., 2008). Defosforylaation 
  
 
jälkeen käyteyt PKC:t ubikitinoituvat ja kulkeutuvat proteasomiin hajotettaviksi. 
HSP70 pystyy kuitenkin suojelemaan defosforyloituja PKC:itä tältä 
hajoamisprosessilta, jolloin ne siirtyvät takaisin sytosoliin odottamaan 
fosforylaatiota.  
 
4. PKC ja sairaudet 
PKC:n α-, βI-, βII-, δ-, ε- ja ζ-isotyyppejä on melkein kaikissa soluissa, kun taas 
PKC γ:aa on keskushermostossa ja selkäytimessä. PKC η:aa ilmentyy runsaasti 
ihossa ja keuhkoissa, mutta vain vähän pernassa ja aivoissa. PKC θ:aa on 
pääsääntöisesti luustolihaksista ja jonkin verran keuhkoissa, pernassa, ihossa ja 
aivoissa. PKC μ esiintyy runsaasti kilpirauhasessa sekä keuhkoissa (Wetsel et 
al., 1992). PKC:lla on roolinsa useiden sairauksien, kuten diabeteksen, syövän, 
iskeemisen sydänkohtauksen, sydämen vajaatoiminnan, autoimmuunitautien, 
parkinsonin taudin, Alzheimerin taudin, kaksisuuntaisen mielialahäiriön, HIV-
infektion ja psoriasiksen, taudinkulussa. 
 
4.1 Akuutti myokardiaalinen infarkti 
Akuutti myokardiaalinen infarkti aiheuttaa kahdenlaista vahinkoa sydämelle. 
Vaurion aiheuttaa verenkierron keskeytymisestä johtuva hapenpuute ja 
verenkierron palautumisen aiheuttama reperfuusio. PKC ε:lla ja PKC δ:lla on 
iskemiassa vastakkaiset roolit ja niiden määrien ja aktiivisuuden suhteet toisiinsa 
vaikuttavat suuresti solujen selviytymiseen. PKC ε:n aktivoitumisella ennen 
iskemiaa ja iskemian aikana on positiivinen vaikutus sydänlihaksen selviytymisen 
kannalta ja PKC δ:n aktivoitumisella reperfuusion aikana on taas haitallinen 
vaikutus. PKC δ:n aktivoituminen johtaa toisaalta PKC ε:n aktivoitumiseen ja 
lyhytaikainen PKC δ:n aktivoituminen ennen kohtausta onkin hyödyllistä, koska 
se samalla johtaa solun PKC ε -tasojen nousuun, mikä auttaa kohtauksen aikana. 
Soluja voidaankin myös harjoittaa mahdollisen vaurion varalle aktivoimalla PKC 
δ:aa ennen kohtausta (preconditioning). Iskemian aikana PKC δ:n aktivoituminen 
  
 
johtaa alentuneeseen ATP-tuotantoon, mistä seuraa solujen apoptoosia, 
nekroosia ja sydämen vajaatoimintaa. PKC δ:n estolla onkin todettu suotuisa 
vaikutus iskeemisen kohtauksen aikana (Budas et al., 2010; Churchill et al., 
2010). PKC ε:n aktivaatiolla on taas suotuisa vaikutus sen alkaessa juuri ennen 
kohtausta sekä kohtauksen jälkeen reperfuusion aikana (Restivo et al., 2012). 
Satunnainen lyhytaikainen reperfuusio sydänlihaksen harjoittamisen yhteydessä 
johtaa reaktiivisten happilajikkeiden (mitochondrial reactive oxygen species, 
ROS) lisääntymiseen, mikä aktivoi PKC δ:aa. Tämä aktivoituminen aiheuttaa 
lisääntynyttä adenosiinin tuotantoa, joka A1/A2-reseptorivaikutuksen kautta 
aktivoi G-proteiinikytkentäisiä reseptoreja, PKC ε:a ja solun ulkoisia kinaaseja. 
PKC ε:n aktivaatio johtaa KATP-kanavien aukeamisen solukalvolla, mistä seuraa 
kaliumpitoisuuden lasku ja ROS-tuotannon aleneminen. Samalla laskee myös 
solun kalsiumpitoisuus johtaen PKC δ:n aktiivisuuden vähenemiseen ja siten 
suojaavaan vaikutukseen. PKC ε aktivoi myös aldehydidehydrogenaasi 2:ta 
(aldehyde dehydrogenase 2, ALDH2), joka poistaa toksisia aldehydejä solusta ja 
estää ventrikulaarisia rytmihäiriöitä (Koda et al., 2010). 
 
4.2 Ventrikulaarinen hypertrofia ja sydämen vajaatoiminta 
Ventrikulaarisessa hypertrofiassa sydämen kammion seinämät paksuuntuvat 
johtuen kasvaneesta verenpaineesta tai sydäntaudista ja tämä aiheuttaa 
sydäntautia, sydänkohtauksia, rytmihäiriöitä, sydämen vajaatoimintaa, 
sydänlihaksen kuoliota ja mahdollisesti kuoleman. PKC δ:n ja ε:n sekä myös PKC 
βI:n ja βII:n aktivaatiota on havaittu ventrikulaarisen hypertrofian yhteydessä (Gu 
and Bishop, 1994). PKC β II:n liiallinen ekspressio aiheutti vasemman ventrikkelin 
hypertrofiaa ja arpeutumista. Lisäksi sen estäminen paransi sekä histologista että 
toiminnallista tilannetta (Wakasaki et al., 1997). PKC β:n estäminen saattaa myös 
suojata endoteelisolujen toimintahäiriöiltä, kardiomyopatialta, sekä alentuneelta 
insuliinivasteelta (Tabit et al., 2013). Sydämen lihasmassan on todettu kasvavan 
pitkittyneen PKC δ:n tai ε:n aktivaation aikana (Chen et al., 2001) ja PKC ε:n 
toiminnan estäminen vähensi sydänlihaksen arpeutumista ja toimintahäiriöitä 
  
 
korkean verenpaineen avulla aiheutetussa sydämen vajaatoiminnassa (Inagaki 
et al., 2008). 
 
4.3 Sokeritauti ja sen komplikaatiot 
Sokeritauti eli diabetes on sairaus, jossa insuliinin eritys on vähentynyt tai solujen 
insuliinivaste heikentynyt. Se jaetaan yleensä autoimmuuniperäiseen tyypin I 
diabetekseen ja elintavoista riippuvaan tyypin II diabetekseen, jotka voivat 
huonosti hoidettuina johtaa kroonisesti koholla olevaan verensokeriin, mikä 
aiheuttaa vaskulaarisia komplikaatioita sekä jatkuessaan pidempään 
retinopatiaa, nefropatiaa ja neuropatiaa. PKC:n α-, βI/II-, δ- ja ε-isoentsyymien 
aktivaatiota on todettu hyperglykemian jälkeen (Geraldes and King, 2010). 
Korkeat glukoosipitoisuudet veressä johtavat krooniseen PKC β:n aktivaatioon 
(Koya et al., 1997). PKC β II:n estämisen on todettu suojelevan endoteelisolujen 
toimintahäiriöiltä (Kouroedov et al., 2004), insuliiniresistenssiltä (Li et al., 2013) 
ja verenkierron toimintahäiriöiltä (Z. Wang et al., 2013). PKC δ:lla on myös suuri 
rooli β-saarekkeen toiminnassa ja insuliinivasteessa (Hennige et al., 2010). PKC 
θ:n aktiivisuuden lisääntyminen taas korreloi insuliini- sekä glukoositoleranssin 
muodostumisen kanssa (Benoit et al., 2009).  
 
4.4 HIV  
HIV-infektio on virusinfektio, joka lamauttaa ihmisen immuunipuolustuksen 
toiminnan tarttumalla CD4+ T-soluihin sekä makrofageihin ja tuhoamalla CD4+ 
T-soluja. HIV:n hoidossa PKC:n aktiivisuuden säätelyä voidaan käyttää kahdella 
tavalla hyväksi. Aktivaatiolla voidaan puhdistaa soluja viruksesta tai estolla taas 
hidastaa taudin etenemistä.  
Yhdistelmälääkehoito (highly active anti-retroviral therapy, HAART) on tehokas 
keino HI-viruksen lisääntymisen estämiseksi. Vaikka HAART-lääkityksen avulla 
virusmäärät veressä saadaan laskemaan alle mitattavien arvojen, latentti virus 
säilyy kuitenkin eräänlaisessa horroksessa soluissa ja ne voivat aloittaa viruksen 
  
 
tuotannon uudelleen aktivoituessaan. Tämä latentin HIV:n aktivaatio seuraa PKC 
α:n ja δ:n ja θ:n aktivaatiota (Mehla et al., 2010; Trushin et al., 2005). PKC-
aktivaatio johtaa HI-viruksen tuotannon käynnistymiseen ja vapautumiseen 
soluista, jolloin HAART-hoidolla on mahdollista vaikuttaa niihin (Pandeló José et 
al., 2014). Kasvainten lisääntyminen välittyy suurelta osin α-isoentsyymin kautta 
ja siten δ:n tai θ:n aktivaatiolla voisi olla positiivinen merkitys virusten 
hävittämisessä soluista. Prostratiini on uudenlainen kasvaimia aiheuttamaton 
forboliesteri, joka pystyy aktivoimaan HIV:n lepotilassa olevissa T-soluissa 
(Kulkosky et al., 2001). Prostratiinilla aikaansaatu nPKC-aktivaatio myös esti 
CD4+ T-solujen infektiota CD4- ja CXCR4-reseptorien ilmentymisen 
vähenemisen kautta (Hezareh et al., 2004). PKC δ säätelee HI-viruksen 
lisääntymistä ja sen estäminen esti R5-tropic kannan replikaation ihmisperäisissä 
primaarimakrofageissa (Contreras et al., 2012). PKC α:n ja β:n inhibiittori 
GÖ6976 esti virusten tunkeutumista soluun (Sieczkarski et al., 2003) sekä 
vähensi niiden replikaatiota PB1- ja NS1-proteiinien estymisen kautta 
(Mahmoudian et al., 2009). PKC:n aktiivisuutta vaaditaan myös virusten 
lisääntymiselle tärkeiden virusproteiinien PB1-F2 fosforylaatioon (Mitzner et al., 
2009). 
 
4.5  Psoriasis 
Psoriasis on autoimmuunisairaus, jossa osan oireista aiheuttavat ihoon 
tunkeutuneet T-solut ja keratinosyytit. T-soluissa on aktiivisia α-, β- ja θ-
isoentsyymejä ja keratinosyyteissä α-, δ-, ε- ja η-isoentsyymejä. PKC:llä on 
huomattava rooli T-solujen toiminnassa (Baier et al., 1994). PKC isoentsyymit 
huolehtivat solun polaarisuudesta, jota vaaditaan immunologisen synapsin (IS) 
muodostumiseen ja sytokiinien suunnattuun vapautumiseen (Quann et al., 2011). 
Tärkeimmässä osassa on PKC θ, joka siirtyy aktivoiduttuaan IS:iin ja aikaansaa 
TCR sekä CD28 signaalien vaikutuksesta NF-B:n, AP1-1:n ja NFAT:n 
transkriptiotekijöiden tuotannon (Pfeifhofer et al., 2003). PKC θ toimii myös T-
solujen reseptorivälitteisten signaalien, niiden aktivaation sekä selviytymisen 
säätelijänä ja CD69, INF-γ ja TNF-α tekijöiden ilmentymisen promoottorina 
  
 
(Srivastava et al., 2004). CD4+ T-solut tuottavat IL2:a, joka on osittain vastuussa 
psoriasiksen tulehdusreaktiosta (Gaspari, 2006) ja PKC θ on välttämätön 
interleukiini-2:n (IL2) ilmentymiselle (Bauer et al., 2000). Kuitenkin myös PKC 
η:aa on runsaasti T-soluissa, mutta sillä on erilainen rooli kuin θ:lla ja se on 
luultavasti ratkaisevassa osassa CD8+ T-solujen tuotannossa (Fu et al., 2011). 
 
4.6 Elinsiirrot 
Elinsiirtojen yhteydessä ilmenee kahdenlaisia komplikaatioita: verenkierron 
katkeamisesta johtuvia sekä siirrännäisten hyljintää siirron jälkeen. Siirron 
yhteydessä aiheutuva hapenpuute ja siirron jälkeen seuraava reperfuusio 
aiheuttavat samanlaisia vaurioita kuin myokardiaalinen infarkti ja siihen 
vaikuttavat samanlaiset PKC-mekanismit. Hiirillä tehtyjen sydämen siirtojen 
yhteydessä onkin todettu PKC ε:n ennen iskemiaa tapahtuvan aktivaation ja δ:n 
estämisen reperfuusion aikana vähentävän sydänlihasten vaurioita (Nakamura 
et al., 2010). Elinsiirron jälkeen immuunijärjestelmä hyökkää vieraita soluja 
vastaan aiheuttaen hyljintäreaktion. PKC θ on kriittinen isoentsyymi 
immuunijärjestelmän T-solujen aktivaatiossa ja sen estäminen vähentää T-
solujen migraatiota ja immuunivastetta (Monks et al., 1997). θ:n estäminen 
saattaakin olla ratkaisu siirrännäisten pitkäaikaisempaan selviytymiseen 
(Manicassamy et al., 2008). Selektiivisellä PKC θ:n estolla voisi olla terapeuttista 
merkitystä autoimmuunisairauksissa sekä elinsiirtojen jälkeisen hyljinnän 
estossa (Kwon et al., 2010). PKC α toimii myös yhteistyössä θ:n kanssa T-solujen 
immuunivasteen reaktioissa ja sen estäminen yhdessä θ:n kanssa voisi olla 
hyödyllistä (Gruber et al., 2009). 
 
4.7  Kipu 
Primaareissa afferenteissa hermosoluissa, joiden kautta kipusignaali välittyy 
vauriokohdasta selkäytimeen, esiintyy runsaasti PKC α:aa, β I/II:a, δ:aa, ε:ia ja 
ζ:aa. Tärkeimmiksi PKC-isoentsyymeiksi kivun ja analgesian osalta ovat 
  
 
osoittautuneet α (Kopach et al., 2013) ja ε perifeerisen kivun synnyssä (Mao et 
al., 1992) sekä γ keskushermostossa (He et al., 2013). PKC ε ja Akt ovat osallisia 
morfiinin aiheuttamassa proinflammatorisessa fenotyypissä koe-eläinhiirien 
mikrogliasoluissa, mikä johtaa morfiinin kivunlievitystehon alenemiseen (Merighi 
et al., 2013). PKC ε on myös osallisena aivokalvojen kipuaistimuksissa ja kivulle 
herkistymisessä (Galeotti and Ghelardini, 2013). PKC γ:n ilmentymistä vaaditaan 
neuropaattisen kivun aistimisessa dorsaalisarven neuroneissa (Malmberg et al., 
1997). 
PKC ε:llä ja γ:llä voisi siis olla kliinistä merkitystä opiaattitoleranssin ja 
neuropaattisen kivun hoidossa. PKC:n vaikutus kipuaistimusten synnyssä on 
myös tärkeä seikka PKC-modulaattoreiden sivuvaikutuksia arvioitaessa.  
 
4.8 Kaksisuuntainen mielialahäiriö 
PKC:n kaikkia isoentsyymejä on aivoissa ja ne huolehtivat useista tärkeistä 
tehtävistä kuten neurotransmissiosta, solusisäisistä viesteistä 
neurotransmittereiden vaikutuksesta sekä geeniekspressiosta ja neuronaalisesta 
plastisuudesta. Koe-eläinten aivoissa on todettu PKC-aktiivisuuden lisääntyneen 
amfetamiinilla aikaansaadun manian aikana ja PKC:tä suurilla annoksilla estävän 
tamoksifeenin vähentävän maanisia oireita (Abrial et al., 2013). Manian aikana 
ilmenee PKC-aktiivisuuden lisääntymistä, mikä on voitu todeta myös post mortem 
-tutkimuksissa maniaa sairastaneilla ihmisillä (Wang and Friedman, 1996). 
Lisäksi yleisimmin manian hoidossa käytetyt lääkkeet valproaatti ja litium 
alentavat PKC ε- ja α-aktiivisuutta (Manji et al., 1999). On siis hyvin 
todennäköistä, että PKC:n estolla voisi olla terapeuttista merkitystä manian ja 
bipolaaritaudin hoidossa. Vaarana on kuitenkin se, että PKC-inhibiittorit saattavat 




4.9  Syöpä 
Syöpä on ryhmä sairauksia, joissa solujen kasvun säätely on häiriintynyt, johtaen 
solujen kontrolloimattomaan kasvuun, lisääntymiseen, viereisiin soluihin 
tunkeutumiseen ja etäpesäkkeiden muodostamiseen. Useat PKC-isoentsyymit 
huolehtivat syöpien syntyyn liittyvien solusignaalien, kuten apoptoosin ja 
vaskulogeneesin, välittymisestä. PKC α vaikuttaa solujen proliferatioon sekä 
PKC β ja δ vaskulogeneesin lisääntymiseen (Maiti et al., 2008; C. Wang et al., 
2013). PKC α:n aktiivisuus on olennaisessa roolissa virtsarakon-,  
kohdunrungon- ja vatsanalueen syövissä sekä rintasyövässä (Hsu et al., 2014; 
Liu et al., 2014; Sun et al., 2013; Thorne et al., 2013).  PKC β -aktiivisuudella on 
negatiivinen vaikutus rintasyövän etenemisessä (Wallace et al., 2014). PKC δ:n 
inaktivaatio myös vähensi syöpäkantasolujen proliferaatiota ja selviytymistä 
(Chen et al., 2014). Toisaalta paksusuolen syövissä on PKC δ:n aktivoitumisella 
todettu olevan syövän etenemistä estävä vaikutus, joka välittyy β-kateniinien 
hajoamisen kautta (Hernandez-Maqueda et al., 2013). PKC γ:n aktiivisuus on 
taas ratkaisevassa osassa paksusuolen syövän leviämisessä (Parsons and 
Adams, 2008). Nousseet PKC η:n tasot korreloivat kasvaimen aggressiivisuuden 
kanssa ei-pienisoluisessa keuhkosyövässä ja PKC θ:n ilmentymisen on todettu 
lisääntyneen vatsan alueen kasvaimissa (Kang et al., 2011; Karp et al., 2012).  
Vaikka monet isoentsyymit ovat osallisina syövän etiologiassa, tärkein 
yksittäinen isoentsyymi syövän kannalta on kuitenkin PKC ε. Sen ilmentymisen 
on todettu lisääntyneen vatsa-, keuhko-, kilpirauhas-, ja rintasyövissä sekä 
paksunsuolen syövässä (Totoń et al., 2011). Lisäksi sillä on kriittinen rooli 
prosesseissa, kuten epiteeli-mesenkyymi-muutoksessa (epithelial to 
mesenchymal transition, EMT) ja soluväliaineeseen (extracellular matrix, ECM) 
kohdistuvissa muutoksissa, jotka edistävät kasvainten leviämistä (Jain and Basu, 
2014; Leask et al., 2008). EMT aktivoituu syöpäsolujen metastasoinnin sekä 
viereisiin soluihin tunkeutumisen yhteydessä. Se myös nopeuttaa 
lääkeresistenssin syntyä ja on merkittävänä tekijänä syöpien uusiutumisessa. 
ECM taas muuntuu syöpäsolujen vaikutuksesta koostumukseltaan, jolloin 




5.  Proteiinikinaasi C:n katalyyttisen osan ratkaistut kiderakenteet 
PKC θ alayksikön katalyyttisen osan kiderakenne ratkaistiin vuonna 2004 (pdb: 
1XJD) ja PKC β:n ja ι:n osan kiderakenteet ratkaistiin vuonna 2006 (pdb:2I0E ja 
3A8W) (Grodsky et al., 2006; Takimura et al., 2010; Xu et al., 2004). Muita 
ratkaistuja PKC kiderakenteita ovat PKC α:n kiderakenne 3IW4, jossa on uusi 
PKC-estäjä sotrastauriini ATP-taskussa. Se on ratkaistu lääkekehityksen 
yhteydessä ja julkaistu 2,80 Å:n tarkkuudella (Wagner et al., 2009, p. 70). PKC 
θ:sta on julkaistu myös toinen kiderakenne 2JED, jossa on kokeellinen estäjä 
sitoutuneena. Kyseiseen malliin liittyvää artikkelia ei kuitenkaan ole julkaistu, 
joten kyseisen rakenteen tarkempi arviointi on hankalaa. 1XJD-mallista se eroaa 
erityisesti siinä, että se on ratkaistu vain 2,32 Å:n tarkkuudella, mutta rakenteessa 
on järjestyneessä tilassa jakso Arg-652:sta eteenpäin, toisin kuin 1XJD:ssä. Sen 
glysiinirikas silmukka on myös hiukan avoimemmassa asennossa kuin 1XJD:n. 
PKC:n ι-isoentsyymistä on julkaistu myös toinen rakenne 1ZRZ, mutta vain 3,0 
Å:n tarkuudella, joten se ei ole yhtä käyttökelpoinen telakoinnin kannalta 
(Messerschmidt et al., 2005). 
Koska kaikkien isoentsyymiperheiden ainakin yhden jäsenen rakenne on 
ratkaistu, on mahdollista homologiamallituksen avulla luoda puuttuvat 
isoentsyymit käyttäen hyväksi lähisukuisinta kiderakennetta. Mallit eroavat 
toisistaan kuitenkin ligandiensa osalta ja juuri ligandit vaikuttavat suuresti ATP-
taskun konformaatioon. 
 
5.1  PKC θ 1XJD 
PKC θ:n katalyyttisen osan kiderakenne 1XJD on ratkaistu 2,0 Å tarkkuudella. Se 
muodostuu odotetusti kahdessa puoliskosta, ja ATP-taskussa on staurosporiini 
sitoutuneena inhibiittorina. Pienempi aminopään puolisko sisältää peptidiyksiköt 
377-461 ja suurempi karboksyylipään puolisko yksiköt 466-696. Näiden 
puoliskojen välissä on "saranaosa", jonka muodostavat yksiköt 462-465. 
  
 
Aminolohko on laskostunut viideksi β-lamelliksi (β1-β5) ja kahdeksi α-heliksiksi 
(αB-αC), kun taas karboksyylilohko muodostuu kahdeksasta α-heliksistä (αD-αK). 
ATP:n ja substraatin sitoutumispaikka sijaitsee lohkojen välissä. Glysiinirikas 
silmukka (GXGXXGXV, 387-394) liittää β1- ja β2-ketjut toisiinsa ollen suljetussa 
asennossa. Katalyysille tärkeät yksiköt (Lys-409, Asp-504 ja Asp-522) 
muodostavat vuorovaikutuksia, jotka mahdollistavat katalyyttisen aktiivisuuden. 
Samoin α-heliksi C:n (yksiköt 421-437) ovat oikeassa asennossa substraatin 
sitoutumista varten. Aktivaatiosilmukka (522-544) sisältää välttämättömän 
fosforyloituneen treoniinin (538), minkä lisäksi se on järjestäytynyt ja ulkonevassa 
konformaatiossa. Hydrofobinen kuoppa (FXXFS, 691-695) on aminolohkon 
hydrofobisen uurteen vieressä sisältäen fosforyloituneen seriinin (695). Johtuen 
kinaasilaskostuman ja C-terminaalin hydrofobisen motiivin yhdistävän 
peptidiketjun epäjärjestyksestä yksiköt 650-687 puuttuvat mallista, eikä 
käännösmotiivin (662-685) fosforyloituvaa seriiniäkään (676) ole kidemallissa. 
 
5.2 PKC β II 2I0E 
PKC β II:n katalyyttisen osan kiderakenne julkaistiin vuonna 2006. Se ratkaistiin 
2,60 Å:n resoluutiolla ja sen ATP-taskussa on bisindolyylimaleimidi BIM-1 
inhibiittorina. Aminoterminaali muodostuu yksiköistä 339–421 ja sen 
sekundaarirakenne muodostuu viidestä β-lamellista sekä kahdesta α-heliksistä. 
Karboksyylipään muodostavat yksiköt 426–620 taittuneina kahdeksaksi α-
heliksiksi. Puoliskot yhdistää toisiinsa yksiköt 422–425 sisältävä saranaosa. 
Katalyyttiselle aktiivisuudelle tärkeät yksiköt Lys-371, Asp-466, Asp-484 ja Asn-
471 ovat aktiiviselle proteiinikinaasille ominaisessa asennossa. Asp-466 sijaitsee 
katalyyttisessä silmukassa ja sen asentoon vaikuttaa vuorovaikutus Asn-471:n 
kanssa, jolloin se on oikeassa asennossa substraatin hydroksyyliryhmän 
suhteen. Yksiköt Asn-471 ja Asp-484 muodostavat osan Asp-Phe-Gly (DFG) 
motiivista, joka huolehtii nukleotidien tunnistuksesta. αC-heliksin Lys-371 
muodostaa ioniparin Glu-390:n kanssa lukiten sen oikeaan asentoon katalyysin 
kannalta. Aktivaatiosilmukka muodostuu yksiköistä 484–511. Se on järjestynyt 
  
 
ulostyöntyneeseen asentoon ja sisältää fosforyloituvan yksikön Thr-500. 
Karboksyylipään loppupää kiertyy aminopuoliskon ympäri ja sisältää 
käännösmotiivin 624–650 ja fosforyloituneen Thr-641:n. Hydrofobinen motiivi 
muodostuu yksiköistä 656–661 ja Ser-660 on HM:n fosforyloituva yksikkö. PKC 
β II:n kiderakenne sisältää myös α-heliksin 629–636, jollaista ei ole muissa PKC 
isoentsyymeissä (kuva 3). Tämä heliksi vaikuttaa aminopuoliskoon, jolloin ATP-
tasku on avoimemmassa asennossa. Karboksyylipään loppupäässä yksiköiden 




Kuva 3. PKC β II:n kiderakenne. Poikkeava α-heliksi oranssilla. Stereokuva 
 
5.3 PKC ι 3A8W 
PKC ι:n kiderakenne julkaistiin vuonna 2010 2,1 Å:n tarkkuudella ja ATP:n ollessa 
sitoutuneena. Aminopää muodostuu viidestä β-lamellista ja kahdesta α-heliksistä 
sekä myös kahdesta lyhyestä 310-heliksistä. Karboksyyliosa muodostuu 
kahdeksasta α-heliksistä ja kolmesta 310-heliksistä. Glysiinirikkaan silmukan 
  
 
viimeisenä yksikkönä on alaniini, mikä on tyypillistä aPKC:ille (GxGxxA). Malli 
3A8W muodostuu kahdesta asymmetrisesta molekyylistä A ja B, joiden erona on 
se, että A:sta puuttuvat yksiköt 283–287 ja B:stä 395–397. Molemmista 
molekyyleistä puuttuu jakso 446–456. Karboksyylipään jakso 533–551 on 
kuitenkin järjestyneessä muodossa ja mukana rakenteessa. Aktivaatiosilmukan 
(Thr-403) ja käännösmotiivin (Thr-555) yksiköt ovat fosforyloituneet, kuten 
aktivoituneessa kinaasissa pitääkin ja sitoutunut ATP muodostaa useita tärkeitä 
vetysidoksia saranaosan sekä glysiinirikkaan silmukan kanssa. Vetysidokset 
pitävät ATP:n oikeassa asennossa substraatin fosforylaatiota varten (kuva 5). 
Kiderakenteiden tärkeimmät sekvenssijaksot ovat taulukossa 1.  
 
Taulukko 1. PKC-kiderakenteiden merkittävät sekvenssijaksot 
 
 
6. ATP-tasku lääkeaineiden sitoutumiskohtana  
ATP-taskun aminoyksiköt ovat säilyneet varsin muuttumattomina eri kinaasien 
välillä. ATP-tasku jaetaan yleensä kolmeen funktionaaliseen osaan ATP:n 
sitoutumiseen perustuen. Adeniinialue sijaitsee taskun saranaosan kohdalla. 
Syvemmällä taskussa on ns. haudattu alue, joka ei liity ATP:n sitoutumiseen, 
mutta muodostaa eri isoentsyymien välillä kooltaan vaihtelevan alueen, jonka 
koko riippuu ns. portinvartijayksikön koosta ja kinaasin konformaatiosta. 
Sokeriosa sijaitsee ATP-taskun edessä keskellä ja fosfaattialue muodostuu sekä 
glysiinirikkaan silmukan että DFG-motiivin yksiköistä (Kuva 4). 
Kiderakenne NH Sarana COOH GXGXX(G/A)XV AL TM HM
1XJD 377-461 462-465 466-696 387-394G 522-544(THR538) 662-685(SER676) 691-695(SER695)
2I0E 339-421 422-425 426-620 342-356G  484-511(THR500) 624-650(THR641) 656-661(SER660)




Kuva 4. ATP-tasku jaetaan kolmeen sitoutumiseen vaikuttavaan alueeseen (pdb: 
1XJD). Syaani, adeniinialue; sininen, hautautunut alue; purppura, fosfaattialue; 
keltainen, liuotinalue. 
 
Kuva 5. ATP sitoutuneena 3A8W-rakenteessa. Vetysidokset glysiinirikkaan 





Kuva 6. Kohdistetut kiderakenteet 1XJD (punainen), 2I0E (sininen) ja 3A8W 
(vaaleanpunainen). Glysiinirikkaan silmukan sulkeutunut asento 
staurosporiinin kanssa muodostaa steerisen esteen ATP:n mahdollisille 
sitoutumiselle. Stereokuva. 
 
Kuva 7. ATP:n muodostamat vetysidokset sekä hydrofobiset interaktiot PKC 




ATP:n adeniinirengas muodostaa kaksi vetysidosta sarana-alueen kanssa (kuva 
5). α- ja β-fosfaattien happiatomit muodostavat kaksi kaksoisvetysidosta Lys-
274:n kanssa (pdb:3A8W numerointi). β-fosfaatin happiatomi muodostaa myös 
useita vetysidoksia glysiinirikkaan silmukan kärjen kanssa. Näiden sidosten 
tehtävänä on suunnata γ-fosfaatti substraattiin siirtoa varten oikeaan asentoon 
(kuvat 6 ja 7). Karboksyylipään loppuosan yksiköt muodostavat myös 
vetysidoksia glysiinirikkaan silmukan kanssa pitäen sen oikeassa asennossa 
ATP:n sitoutumista varten. Erityisesti Val-259 muodostaa van der Waals -
sidoksen ATP:n adeniinirenkaan kanssa. Koska monissa kiderakenteissa 
inhibiittori on kooltaan isompi, se työntää karboksyylipään hännän kauemmas, 
mikä saattaa olla syynä siihen, miksi tämä osa ketjua puuttuu useimmista 
rakenteista. 
 
6.1 Staurosporiini  
 
 
Staurosporiini on Streptomyces staurosporeus -aktinobakteerista eristetty 
metaboliitti, joka estää tehokkaasti kaikkia PKC-isoentsyymejä (Omura et al., 
  
 
1977). Se on erittäin tehokas apoptoottinen aine, joka tehoaa useisiin solulinjoihin 
(Roucou et al., 2001). Sen lisäksi että se estää tehokkaasti kaikkia PKC-
isoentsyymejä, se estää myös tehokkaasti cPKC:iden ilmentymistä soluissa. Se 
tehostaa Ara-C:n ja etoposidin apoptoottista vaikutusta HL-60- ja HeLa-soluihin 
sekä sisplatiinin toksisuutta DAOY-medulloblastoomasoluja vastaan. Se estää in 
vitro MCF-7-, MDA-MB453-, SK-BR-3-, A549- ja glioomasolujen kasvua 20-100 
nM pitoisuuksilla ja U-87 ja SG388 glioomasolujen kasvua 20-100 nM 
pitoisuuksilla. Sen on hiirissä osoitettu hidastavan siirrännäissyöpien, kuten 
myeloottisen leukemian, fibrosarkooman ja epidermaalisen karsinooman kasvua. 
Sen vaikutus kohdistuu kuitenkin moniin muihinkin soluihin syöpäsolujen lisäksi, 
eikä sillä ole merkittävää in vivo -aktiivisuutta, mikä tekee siitä soveltumattoman 
terapeuttiseen käyttöön. Staurosporiinista on kehitetty useita analogeja, joilla on 
hiukan erilaiset profiilit PKC:n eston suhteen (Taulukko 2). 
 
Taulukko 2. Tunnettujen PKC-estäjien IC50–arvoja (nM). 
Lääkeaine  βI βII γ  ε η ζ Viite 
Staurosporiini 2,0 2,0 2,6 3,2 16 35 6,0 4600 
 (Marte et 
al., 1994) 
CGP41251 24 17 32 18 360 4500 60 >10000 
 (Marte et 
al., 1994) 
UCN-01 29 34  # 30 590 530  #  # 
 (Seynaeve 
et al., 1994) 
LY333531 360 4,7 5,9 300 250 600 52 10000 
 (Jirousek 
et al., 1996) 
 
6.1.1 Staurosporiinin sitoutuminen proteiinikinaaseihin 
Staurosporiini sitoutuu N- ja C-puoliskojen väliin ATP-taskuun (kuva 8). Se 
muodostaa kolme tai neljä vetysidosta pää- ja sivuketjujen kanssa. Tärkeimmät 
  
 
vetysidokset muodostuvat maleimidirenkaan NH:n ja CO:n sekä pääketjun 
puoliskojen välissä olevan sarana-alueen kanssa. Nämä kaksi vetysidosta 
ankkuroivat staurosporiinin puoliskojen väliin. Kolmas ja joskus neljäs vetysidos 
muodostuu glykosidirenkaan metyyliaminoryhmän typen sekä sivu- ja/tai 
pääketjun yksiköiden välille. Proteiinikinaasin katalyyttisen osan puoliskot pitävät 
staurosporiinin puristuksissa välissään hydrofobisten van der Waals- ja CH-pii-
sidosten avulla. Staurosporiinin affiniteetti on riippuvainen glysiinirikkaan jakson 
GxGxxG:n ensimmäisen glysiinin ja DFG-silmukan Asp:n välimatkasta sekä 
portinvartijayksikön koosta. Affiniteetti riippuu myös siitä, montako vetysidosta 
glykosidirenkaan typpi muodostaa. 
 







Ensimmäisiä löydettyjä staurosporiinijohdannaisia olivat stereoisomeerit UCN-01 
ja UCN-02 (Takahashi et al., 1987). UCN-01 on staurosporiinin 7-hydroksi-
johdannainen, jolla on osoitettu olevan myös terapeuttista tehoa (Marti et al., 
2011). Se on tehokkaampi PKC-estäjä kuin staurosporiini ja jossain määrin 
selektiivinen cPKC:iden suhteen (Mizuno et al., 1995). Keuhkojen 
pienisolusyöpäsoluilla NH417 ja H209 tehdyissä kokeissa staurosporiini ja UCN-
01 olivat yhtä tehokkaita, kun taas Ma31-suurisolusyöpäsoluihin UCN-01:llä ei 
ollut vaikutusta (Shimizu et al., 1996). 
 
6.2.1 UCN-01:n sitoutuminen proteiinikinaaseihin 
Sitoutumistapa on hyvin samanlainen kuin staurosporiinilla sillä erotuksella, että 
UCN-01:n 7-hydroksiryhmä muodostaa ylimääräisen vetysidoksen kinaasin 
sivuketjun kanssa ja mahdollisesti hydrofobisessa taskussa olevien 
vesimolekyylien kanssa (Kuva 7). Tämän hydroksyyliryhmän ympärillä olevat 





Kuva 9. UCN-01 PDK-1:n ATP-taskussa (pdb:1OKZ). Staurosporiinin 





Ruboksistauriini oli yksi kliinisesti lupaavimmista staurosporiinianalogeista. Se on 
tehokas ja selektiivinen PKC β -isoentsyymien estäjä IC50-arvoilla 4,7 (βI) ja 5,9 
(βII) (Jirousek et al., 1996). Eli Lilly oli kehittämässä siitä lääkettä diabeettiseen 
  
 
makulaariseen ödeemaan sekä muihin diabeettisiin angiopatioihin kuten 
retinopatiaan, perifeeriseen neuropatiaan ja nefropatiaan. Toisen ja kolmannen 
faasin kliinisten kokeiden tulokset osoittivat, että ruboksistauriini (32 mg:n 
päiväannos) vähensi makulaarisen ödeeman aiheuttamia sokeutumisia. 
Ruboksistauriini oli jo lähellä myyntiluvan hyväksyntää 2006, mutta FDA vaati 
vielä lisää kliinisiä kokeita ennen myyntiluvan lopullista hyväksyntää. Eli Lilly 
suorittikin  lisätutkimukset loppuun, mutta niiden tulokset eivät osoittaneet tehoa 
riittävän selvästi (Sheetz et al., 2013). Lääkkeen kehitys keskeytettiin vuonna 
2012. Huomionarvoista on myös se, että vuonna 2007 Eli Lilly keskeytti 
Euroopassa myyntilupaprosessin, jossa käyttöaiheena oli diabeettisen 
retinopatian hoito. Syynä keskeytykseen Euroopassa olivat epävarma teho ja 
sivuvaikutukset kuten esimerkiksi rytmihäiriöt (“Arxxant FDA Approval Status - 
Drugs.com,” n.d.). 
 
6.3.1 Ruboksistauriinin sitoutuminen proteiinikinaaseihin 
Ruboksistauriinista ei ole julkaistu kiderakennetta PKC:n kanssa. Sen 
sitoutumista täytyykin arvioida PKD-1:n kiderakenteen 1UU3 perusteella. 
Kyseisen kiderakenteen mukaan ruboksistauriinin sitoutuminen ei eroa kovin 
paljoa staurosporiinin tai muiden analogien sitoutumisesta. Odotetusti se 
muodostaa kaksi vetysidosta sarana-alueen pääketjun kahden yksikön kanssa ja 
kolmannen vetysidoksen Thr-222 kanssa. Lisäksi se muodostaa kolme 
hydrofobista interaktiota hautautuneella alueella. Vetysidokset ankkuroivat 
ruboksistauriinin tehokkaasti ATP-taskuun ja sen konformaatioiden joustavuus 
mahdollistaa sitotumisen sellaisten kinaasien kanssa, joiden hautautunut alue ei 









6.4 Midostauriini/PKC 412/CGP41251 
 
 
Midostauriini/PKC412/CGP41251 on cPKC-selektiivinen pitoisuuksilla 24-30 nM. 
Se estää kuitenkin myös VEGF-välitteistä KDR-reseptorin tyrosiinikinaasia (IC50 
= 86 nM) sekä PDGF reseptorin tyrosiinikinaasia (IC50 = 80 nM). Se estää 
ilmeisesti kasvainten kasvua suoran PKC:n estovaikutuksen ja VEGF-välitteisen 
angiogeneesin eston kautta. I ja II faasin kliinisissä kokeissa sillä havaittiin olevan 
antituumoritehoa sekä non-Hodgkinin lymfoomaa että kroonista lymfaattista 
leukemiaa sairastavilla potilailla. 
 
6.4.1 Midostauriinin sitoutuminen proteiinikinaaseihin 
Midostauriinista ei ole julkaistu kiderakennetta yhdenkään proteiinikinaasin 
kanssa. Sitoutumistapaa voidaan siksi arvioida ainoastaan telakoitujen mallien 
avulla. Kuvassa 11 on midostauriini telakoituna 1XJD kiderakenteen kanssa. Se 
muodostaa 2 vetysidosta sarana-alueen Leu-461:n ja Glu-459:n pääketjujen 
kanssa kuten staurosporiini, mutta ainakaan kyseisessä telakoinnissa ei synny 
muita vetysidoksia. Midostauriinin ja 1XJD:n välille muodostuu 10 hydrofobista 
  
 
interaktiota ja se on visuaalisessa tarkastelussa hyvässä puristuksessa 
katalyyttisen osan puoliskojen välissä.  
 







Sotrastauriini on selektiivinen PKC:n α- ja θ-isoentsyymien estäjä, joka vähentää 
varhaista T-solujen aktivaatiota (Wagner et al., 2009). Koska se estää α- ja θ-
isoentsyymejä, sitä on tutkittu autoimmuunisairauksien kuten psoriasiksen ja 
elinsiirtojen yhteydessä ilmenevän hyljinnän hoidossa. Faasin 2 kliinisissä 
kokeissa, joissa tutkittiin sen tehoa takrolimuusin lisänä munuaissiirron jälkeisen 
hyljinnän hoidossa, se osoittautui yhtä tehokkaaksi kuin mykofenolihappo. Siitä 
aiheutui kuitenkin enemmän sivuvaikutuksia, vakavia hyljintäreaktioita, 
keskeyttämisiä ja kuolemia kuin verrannaisryhmässä  (Russ et al., 2013). 
Samanaikaisessa tutkimuksessa everolimuusin lisänä päädyttiin samanlaisiin 
tuloksiin ja lääkkeen kehitys keskeytettiin 2013  (Tedesco-Silva et al., 2013).  
6.5.1 Sotrastauriinin sitoutuminen proteiinikinaaseihin 
Sotrastauriinista on julkaistu kiderakenne PKC α:aan sitoutuneena (pdb:3IW4). 
Se muodostaa kaksi vetysidosta sarana-alueen yksiköiden Glu-418 ja Val-420 
kanssa. Piperatsiinirengas muodostaa myös yhden vetysidoksen Asp-467:n 
sivuketjun hapen kanssa. Hydrofobisia interaktioita muodostuu kuusi, joista viisi 
sijaitsee hautautuneella alueella (kuva 12). On todennäköistä, että sotrastauriinin 
joustava rakenne mahdollistaa sen sitoutumisen hyvin erilaisten 











7. Tulokset  
 
7.1  Tutkimuksen tavoitteet  
Tutkimuksen tavoitteena oli luoda menetelmä, jolla kinaasien homologiamallien 
avulla voitaisiin etsiä selektiivisiä PKC-estäjiä. Lisäksi tutkimuksessa pyrittiin 
käyttämään ohjelmia, jotka ovat ilmaisia tai ns. vapaiden lisenssien, kuten GNU, 
alaisia. 
 
7.2  Aineisto ja menetelmät 
 
7.2.1 Sekvenssit 
Proteiinikinaasi C:n alayksiköiden sekvenssit haettiin UniProt-palvelusta 
(http://www.uniprot.org/) ja haetut sekvenssit sekä niiden tunnisteet on listattu 
taulukossa 3. Lisäksi Protein Data Bankista (http://pdb.org/pdb/home/home.do) 
haettiin ratkaistut PKC-isoentyymien kiderakenteet. 
 
7.2.2 Kohdistus  
Kohdistukset suoritettiin käyttäen JalView versio 14.0:aa sekä ClustalO–
palvelinta (http://www.clustal.org/omega/) (Sievers et al., 2011). Kohdistusta 
verrattiin kiderakenteen 1XJD yhteydessä julkaistuun kohdistukseen ja 
ongelmallinen kohta, jonka muodostaa Gly-625 (1XJD-numerointi) korjattiin. 
Kohdistukset tallennettiin Modeller PIR -muodossa ja muokattiin lopulliseen 
muotoonsa käyttäen tekstieditoria Notepad++ (http://notepad-plus-plus.org/). 




Taulukko 3. PKC-isoentsyymien UniProt-nimet, -koodit ja -kiderakenteet. 
Isoentsyymi  UniProt-nimi  Uniprot-
koodi  
Kiderakenne 
α KPCA_HUMAN P17252 3IW4 
β I KPCB_HUMAN P05771  
β II PRKCB2_HUMAN P05771-2 2I0E 
γ  KPCG_HUMAN P05129  
δ  KPCD_HUMAN Q05655  
η  KPCL_HUMAN P24723  
ε KPCE_HUMAN Q02156  
θ KPCT_HUMAN Q04759 1XJD/2JED 
ι  KPCI_HUMAN P41743 3A8W/3A8X/1ZRZ 
ζ KPCZ_HUMAN Q05513  
 
7.2.3 Homologiamallitus 
Kohdistuksen avulla luotiin homologiamallit kaikista PKC-isoentsyymeistä 
käyttäen malleina kaikkia kolmea eri asennoissa olevaa kiderakennetta (1XJD, 
2I0E, 3A8W). Tarkoituksena oli luoda otos eri sitoutumiskonformaatioista, joita 
PKC:llä ilmenee. Kohdistukset ovat liitteessä 1 ja homologiamallituksessa 
käytetyt parametrit ovat liitteestä 2. Mallit luotiin käyttäen Modeller 
mallitusohjelmaa (https://salilab.org/modeller/) (Webb and Sali, 2014). Niiden 
ATP-taskuun mallitettiin kiderakenteessa ollut inhibiittori, jotta sitoutumiskohta 
pysyisi mahdollisimman hyvin vastaavassa muodossa. Lähtökohtana käytettyjen 
kiderakenteiden puutteellisia osia ei poistettu malleista ja siksi niissä on 
epätarkemmin mallinnettuja jaksoja varsinkin karboksyylipään loppupäässä. 
  
 
Kiderakenteista puuttuvat osat voitaisiin leikata pois tai korvata käyttämällä niiden 
osalta mallina kiderakennetta, jossa kyseinen osa löytyy. Tehtyjen mallien 
sekvenssit haluttiin kuitenkin säilyttää mahdollisimman alkuperäisinä ja koska 
puuttuvat osat eivät alustavissa kokeissa vaikuttaneet telakoinnin tuloksiin, ne 
jätettiin malleihin siinä muodossa kun Modeller ne mallinsi. Modellerilla luotiin 
jokaisesta 40 mallia, joista paras valittiin käyttäen Dope-arvosanaa, joka on 
suoraan käytettävissä Modellerissa. Malleja ei minimoitu enempää kuin Modeller 
niitä minimoi prosessissaan, koska alustavissa testeissä minimoinnista saatu 
hyöty oli erittäin vähäistä (taulukot 4 ja 5). Homologiamallien luomiseen käytetty 
skripti ja parametrit ovat liitteessä 2. 
 
Dope-arvosanan luotettavuus parhaan mallin valinnassa tutkittiin vertaamalla sitä 
ANOLEA:n (http://protein.bio.puc.cl/anolea/index.html) tuottamaan Z-score:en 
(Melo and Feytmans, 1998). PKC-α:sta luotiin 10 mallia käyttämällä muottina 
1XJD:tä sekä 2I0E:tä ja molemmissa tapauksissa DOPE ja ANOLEA osoittivat 
saman mallin parhaaksi (Taulukot 4 ja 5). 
 
Taulukko 4. DOPE- ja ANOLEA-vertailu PKC α:n 1XJD rakenteeseen 
perustuvan mallin tapauksessa. Pienempi arvo viittaa parempaan malliin. 


















Taulukko 5. DOPE- ja ANOLEA-vertailu. Pienempi arvo viittaa parempaan 
malliin. Alkuperäisen 2I0E-rakenteen a-ketjun Z-score = 0.55 
 
 
Koska Modeller-malleille suoritetaan automaattinen minimointi käyttäen hyväksi 
molekyylidynamiikkaa, niitä ei välttämättä tarvitse minimoida erikseen ennen 
telakointia. Asia tarkistettiin vielä käyttämällä Chimeran minimisaatio-osiota, jolla 
suoritettiin minimoinnit käyttäen sekä steepest descent- että conjugate gradient -
menetelmiä. Minimointien jälkeen telakoitiin neljä tunnettua estäjää ATP-
taskuun. Taulukoista 6 ja 7 voidaan todeta, että lähes jokaisessa tapauksessa 
minimointi heikensi telakointituloksia, joten sitä ei todennäköisesti kannata tehdä. 
Kuvassa 13 näkyy myös selkeästi, miten PKC412 telakoituu eri asennoissa eri 
minimointien seurauksena. 
 
Taulukko 6. 1XJD:n minimoinnin vaikutus telakointituloksiin. 
Minimointi 1XJD 0 Steepest 10 50 100 200 400 
Ligandi Score Score Score Score Score Score Score 
PKC412 -14.8 -14.2 -13.9 -13.7 -13.6 -13.4 -12.6 
Ruboxistauriini -11.1 -10.9 -10.7 -10.7 -11 -10.7 -10.6 
Staurosporiini -11.4 -10.6 -10.2 -9.8 -9.8 -9.7 -10.1 
UCN-01 -11.3 -11.1 -11.1 -11.3 -11 -11.4 -11.4 
 















Taulukko 7. Homologiamallin minimoinnin vaikutus telakointituloksiin. 
Minimointi PKCδ28 0 Steepest 10 50 100 200 400 
Ligandi Score Score Score Score Score Score Score 
PKC412 -13.3 -12.2 -11.1 -11.3 -11.4 -11 -10.9 
Ruboksistauriini -9.8 -9.9 -9.8 -9.7 -9.7 -9.8 -10.1 
Staurosporiini -10 -9.4 -9.3 -9.4 -9.4 -9.4 -9.8 
UCN-01 -12 -11.7 -10.6 -10.9 -10.9 -11.1 -10.4 
 
 
Kuva 13. PKC412 telakoituna 1XJD:n ATP-taskussa eri minimointien 
jälkeen. Minimoimaton sininen, vain steepest descent punainen, steepest 







Telakoimiskokeita varten haettiin ZINC–tietokannasta (http://zinc.docking.org/ 
(Irwin et al., 2012)) joukko molekyylejä, joiden yhteisenä tekijänä oli 
pyrrolidonirengas (kuva 14). Haku rajoitettiin ostettavissa oleviin molekyyleihin, 
jotta tulosten jatkotutkiminen olisi mahdollista. Haun tuloksena saatiin 5545 
molekyyliä, jotka käsiteltiin Autodockin ja Autodock Vinan käyttämään muotoon 
MGLToolssin prepare_ligand4-ohjelmalla lisäten vetyatomit ja korjaamalla 
mahdolliset virheet. Molekyylit käsiteltiin jäykkinä molekyyleinä, koska ne ovat 
kokeellisesti määriteltyjä kiderakenteita ja jäykkien molekyylien telakointi on 
huomattavasti nopeampaa. Lisäksi staurosporiinin ja sen analogien mol2-
tiedostoja käsiteltäessä niitä ei prepare_ligand4:n avulla saatu joustavassa 
muodossa käsiteltyä Vina:n hyväksymään muotoon. 
 
 
Kuva 14. Zinc-haun 2-pyrrolidoni. 
 
Homologiamallit ja alkuperäiset kiderakenteet käsiteltiin Chimerassa 
(https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/ (Pettersen et al., 2004)).  ATP:n 
sitoutumispaikassa olevat inhibiittorit poistettiin malleista ja niihin lisättiin 
vetyatomit ja varaukset Chimeran DockPrep–osion avulla käyttäen 








Koska Modeller muodostaa mallit kiderakenteiden koordinaattien mukaan, ovat 
homologiamallien ja kiderakenteiden pdb–koordinaatit samat. Tämä 
mahdollistaa alkuperäisten mallien ATP-taskun koordinaattien käytön niitä 
vastaaville malleille. Kiderakenteiden mallien ATP-taskujen koordinaatit on 
esitelty taulukossa 8. 
 




Telakoiminen tapahtui käyttäen erikseen kehitettyä Windows powershell -
skriptiä, jonka avulla hakemistollinen molekyylejä voidaan telakoida yhteen tai 
useampaan malliin Autodock Vinan avulla (Trott and Olson, 2010). Käytetty 
skripti ja sen käyttö on esitelty liitteessä 4. Skripti tallentaa telakoinnin tulokset 
excel-yhteensopivassa muodossa samoin kuin telakoidut molekyylirakenteet 
erilliseen hakemistoon. 
Ensimmäisessä vaiheessa telakoitiin koko 5545 molekyylin joukko ja neljä 
tunnettua ATP-taskuun sitoutuvaa estäjää, jotka toimivat positiivisena 
vertailyryhmänä. Näistä tuloksista valittiin 2 % parhaista tuloksista 
jatkotelakointiin, joka suoritettiin kaikille tehdyille malleille ja kiderakenteille. 
Tulokset näistä telakoimista käsiteltiin excellillä laskevaan järjestykseen ja 
väritettiin visuaalisen tarkastelun helpottamiseksi (Liite 5). Lisäksi parhaimmat 
telakointitulokset tarkastettiin Chimerassa mahdollisten vetysidosten 
Kiderakenne 1XJD 2I0E 3A8W
X 56.239 38.889 4.769
Y 8.077 55.329 -21.784
Z 3.671 34.837 -11.244
  
 
muodostumisen osalta ja ligand_explorerin (http://mbt.sdsc.edu/) avulla 
tarkistettiin muodostuvat hydrofobiset interaktiot. (Moreland et al., 2005). 
 
7.3 Telakoinnin tulokset 
Telakointituloksista etsittiin mahdollisia selektiivisyyttä osoittavia yhdisteitä ja 
parhaita tuloksia telakoinneissa tuottaneiden molekyylien sitoutumista malleihin 
arvioitiin ensin niiden Vina-arvojen perusteella ja sitten tarkastaen niiden 
muodostamien vetysidosten ja hydrofobisten yhteisvaikutusten luonne ja määrä. 
Lisäksi arvioitiin molekyylien avaruudellista sopivuutta ja asentoa ATP-taskussa 
visuaalisella tarkastelulla. Tällä tavalla tarkasteltuna jokaiselle homologiamallille 
voitiin valita paras telakoitu ligandi, jotka on tuloksineen esitetty taulukossa 9. 
Tarkempaan käsittelyyn valittiin kuusi parhaita tuloksia tuottanutta molekyyliä ja 
kolurasetaami, joka on tuloksena mielenkiintoinen sen oletetun 
vaikutusmekanisminsa takia (Kuva 15.)  
 
7.3.1 ZINC 184519 
ZINC 184519 sitoutuu erityisesti 1XJD- ja 2I0E-rakenteisiin perustuviin malleihin. 
Sen Vinascore on hyvä erityisesti α- ja β1-isoentsyymien tapauksissa, mutta β2-, 
γ-, δ- ja ε-isoentsyymien telakointitulokset ovat selkeästi muita tuloksia 
huonommat. Zeta_1XJD–malliin telakoitu ZINC184519 muodostaa yhden 
vetysidoksen pyrrolidonirenkaan hapen ja saranajakson yksikön Val-420 välille. 
Lisäksi muodostuu useita hydrofobisia van der Waals –sidoksia ympäröivien 
yksiköiden kanssa. Zeta_1XJD-mallissa vdW-sidoksia muodostuu jopa 11. 
Visuaalisessa tarkastelussa voidaan todeta ligandin täyttävän ATP-taskun 
erityisesti 1XJD-konformaatiossa ja sen asento taskussa on looginen (kuva 16). 
Metyylibentsyyliryhmä on sijoittunut ATP-taskun fosfaattialueelle ja 
mahdollistanee sitoutumisen tehostamisen renkaan mahdollisten substituuttien 
avulla. Kyseiselle molekyylille ei löydetty patentteja eikä kokeellisia 
sitoutumistuloksia. Samankaltaisten molekyylien haku tuotti joitakin kokeellisisa 
  
 
sitoutumistuloksia molekyylille MLS000029830 AmpC β-laktamaasin ja Shiga-
toksiinien estäjänä. Molekyylit ovat rakenteellisesti varsin lähellä toisiaan, joten 
vastaavanlaisia tuloksia voitaneen odottaa myös ZINC 184519:n osalta. 
Taulukko 9. Parhaat telakointitulokset. 
 
 
Kuva 15. Kuusi lupaavinta PKC-estäjää 
Isoentsyymi Ligandi VinaScore Vetysidokset Hydrofobiset Asento Lipinski ok
Delta 3A8W 220392 -10.6 2 8 3 ok
Epsilon 2I0E 535849 -11.4 2 9 3 ok
Theta 2I0E 142571 -10.8 2 8 3 ok
Iota 2I0E 56308 -12.2 2 10 3 ok
alpha 1XJD 184519_1 -10.2 1 9 3 ok
alpha 2I0E 184519 -11.2 1 8 4 ok
alpha 3A8W 304975 -10.7 1 10 4 ok
Beta I 1XJD 184572 -10 1 10 4 ok
Beta I 3A8W 467952 -11.2 1 10 3 ok
Beta II 1XJD 184519_1 -9.9 1 10 3 ok
Beta II 3A8W 60170 -10.2 1 10 3 ok
Gamma 1XJD 261243_1 -11.3 1 4 3 ok
Gamma 2I0E 245985 -10.9 1 5 3 ok
Gamma 3A8W 535093 -10.5 1 6 3 ok
Delta 1XJD 71335 -10.9 1 8 4 ok
Delta 2I0E 142571 -11.2 1 7 3 ok
Eta 2I0E 261243_1 -11.2 1 9 2 ok
Eta 3A8W 47413 -10.3 1 7 3 ok
Theta 3A8W 261246_1 -10.8 1 7 2 ok
Zeta 1XJD 184519 -11.8 1 11 3 ok
Zeta 2I0E 488282 -12.8 1 6 2 ok
Zeta 3A8W 467952 -11.2 1 7 3 ok
Iota 1XJD 8006 -11.9 1 7 4 ok
Beta I 2I0E 170505 -10.8 0 9 4 ok
Eta 1XJD 39226 -11 0 9 3 ok
Epsilon 1XJD 290118 -10.9 0 11 2 ok





Kuva 16. ZINC 184519 telakoituna Zeta_1XJD–mallissa. 
 
7.3.2 ZINC 184572 
ZINC 184572 telakoituu selkeästi parhaiten 1XJD-rakenteeseen perustuviin 
malleihin. Se on myös toiseksi paras tulos telakoinnissa 1XJD-kiderakenteeseen 
heti PKC 412:en jälkeen. Se telakoituu myös jossain määrin 2I0E-malleihin, 
mutta tulosten perusteella on vaikea sanoa mitään mahdollisesta 
selektiivisyydestä, koska se telakoituu varsin hyvin kaikkien isoentsyymien 
kanssa. Visuaalisessa tarkastelussa voidaan todeta sen täyttävän ATP-taskun 
hyvässä asennossa ollen puoliskojen välissä estäjälle tyypillisessä puristuksessa 
(kuva 17). Se muodostaa yhden vetysidoksen pyrrolidonirenkaan hapen ja Leu-
461 sivuketjun välillä ja renkaan substituoiminen toisella hapella tai 
hydroksyyliryhmällä saattaisi parantaa sitoutumista. PubChem–haulla ei löydetty 
patentteja eikä seulontatuloksia kyseiselle molekyylille, eikä samankaltaisten 






Kuva 17. ZINC_184572 1XJD:n ATP-taskussa. Stereokuva 
 
7.3.3 ZINC 220392 
ZINC 220392 vaikuttaisi sitoutuvan hyvin 3A8W-kiderakenteeseen pohjautuviin 
malleihin, mutta myös jossain määrin 1XJD-malleihin. Vinascoren mukaan 
arvioituna se sitoutuisi α-, β1-, δ- ja η-isoentsyymeihin. Visuaalisessa 
tarkastelussa se muodostaa mahdollisesti kaksi vetysidosta fosfaattialueen 
yksiköiden kanssa mukaillen ATP:n sitoutumista (kuva 18). Se on taskussa myös 
hyvin paljon ATP:n kaltaisessa asennossa, mutta se ei kuitenkaan muodosta 
vetysidoksia saranaosan kanssa, joten oletettavasti affiniteetti on ATP:tä 
heikompi. Molekyylille ei löydetty kokeellisia sitoutumistuloksia eikä patentteja. 
Samankaltaisten molekyylien bioaktiisuustuloksista ei löytynyt viitteitä 





Kuva 18. ZINC 220392 Delta_3A8W-mallissa. 
 
7.3.4 ZINC 142571 
ZINC 142571 näyttäisi telakointitulosten perusteella sitoutuvan erityisesti 2I0E–
kiderakenteeseen perustuviin malleihin. Tuloksista voidaan myös tulkita 
mahdollisesti pientä selektiivisyyttä η-, ε- ja θ-isoentsyymeihin. Delta_2I0E-mallin 
kanssa telakoituna se muodostaa yhden vetysidoksen sarana-alueen Leu-430 
aminoyksikön pääketjun kanssa ja theta_2I0E-mallissa se muodostaa kaksi 
vetysidosta sarana-alueen Leu-461:n ja fosfaattialueen Asp-522:n kanssa. 
Asento on molemmissa malleissa samanlainen, joten telakoitumisasento on 
oletettavasti luotettava. Asento ATP-taskussa on luonteva ja täyttää 
visuaalisessa tarkastelussa taskun hyvin. Bentsyylirengas ja sen sijoittuminen 
fosfaattialueelle mahdollistaa sitoutumisen muokkaamisen substituutioilla. 
PubChem-haku ei löydä patentteja kyseiselle molekyylille eikä sitoutumistuloksia 
proteiineille ole julkaistu. Sitoutumistutkimuksia on tehty bakteereiden sekä 
virusten estämiseksi, mutta aktiivisuutta ei ole todettu.  
Samankaltaisten molekyylien bioaktiivisuushaku tuotti yhden tuloksen 
ST070983:n mahdollisesta sitoutumisesta JMJD2A-Tudor Domain:in kanssa. 
  
 
Kyseinen molekyyli on rakenteeltaan kuitenkin varsin erilainen, joten mitään 
selkeitä johtopäätöksiä ei kyseisestä tuloksesta voitane tehdä. 
 
Kuva 19. ZINC 142571 Delta_2I0E-mallissa. 
7.3.5 ZINC 535849  
ZINC 535849 näyttäisi telakointitulosten perusteella sitoutuvan erityisen hyvin 
2I0E-kiderakenteeseen perustuviin malleihin. Tulosten perusteella se sitoutuu 
myös erityisesti δ-, ε- ja η-isoentsyymeihin. Epsilon_2I0E-mallin kanssa se 
muodostaa kaksi vetysidosta Thr-470:n sivuketjun ja Val-489:n pääketjun 
kanssa. Sen asento ATP-taskussa on luonnollinen, mutta toisaalta molekyylin 
pieni koko mahdollistaa sen mahtumisen pieneenkin tilaan. Vetysidokset sarana-
alueen kanssa kuitenkin ankkuroivat molekyylin tehokkaasti taskuun ja 
fluorifenyyliryhmä sijaitsee haudatulla alueella vaikuttaen oletettavasti 
selektiivisyyteen juuri 2I0E-kiderakenteen konformaatiossa (kuvat 20 ja 21). 
PubChem-haulla molekyylille ei löydy patentteja eikä suoritettuja 
sitoutumiskokeita. Samankaltaisten molekyylien bioaktiivisuushaku tuotti 
sitoutumistuloksia AmpC β-laktamaasin, JMJD2A-Tudor Domain:in, D-




Kuva 20. ZINC 535849 Epsilon_2I0E-mallissa. 
 
Kuva 21. ZINC 535849 Epsilon_2I0E mallissa kuvattuna ylhäältä. 
7.3.6 ZINC 56308 
ZINC 56308 sitoutuu selkeästi parhaiten 1XJD-kiderakenteeseen perustuviin 
malleihin ja niistä erityisesti γ-, ζ- ja ι-isoentsyymeihin. Kuitenkin ι-
isoentsyymissä, muista malleista poiketen, se sitoutuu paremmin 2I0E-
kiderakenteen konformaatioon. Iota_2I0E-mallin kanssa muodostuu 
mahdollisesti kaksi vetysidosta aminoyksikön Thr-395 kanssa, tämän toimiessa 
samanaikaisesti sekä vetysidoksen luovuttajana että vastaanottajana. Molekyyli 
on ATP-taskussa jokseenkin löysästi, joten ei välttämättä ole konformaatioon 
parhaiten sopiva molekyyli. Toisaalta kaksi vetysidosta sokerialueella ankkuroi 
molekyylin tehokkaasti taskuun. Vertailtaessa Zeeta_1XJD-malliin ja Iota_2I0E-
  
 
malliin telakoitumista voidaan nähdä 1XJD-mallin konformaation olevan niin 
sulkeutunut, että ZINC 56308 ei pääse yhtä syvälle taskuun kuin 2I0E:n 
konformaatiossa, jolloin Thr-393 sivuketju jää hiukan kauemmaksi eikä muodosta 
vetysidoksia (Kuvat 22 ja 23). PubChem-haku ei tuottanut sitoutumistuloksia tai 
patentteja itse molekyylille tai samankaltaisille molekyyleille. 
 
Kuva 22. ZINC 56308 Iota_2I0E-mallissa. 
 







Telakoinneissa ilmeni yksi mielenkiintoinen tulos. ZINC 4939, triviaalinimeltään 
kolurasetaami on rasetaamirakenteinen nootrooppi eli muistia tehostava aine. Se 
on mielenkiintoinen siitä syystä, että nootrooppina sen vaikutuksen oletetaan 
välittyvän asetyylikoliinin takaisinoton tehostumisen kautta (Bessho et al., 2008). 
Tämän mekanismin pitäisi välittyä PKC-aktivaation kautta, mutta telakoinneissa 
ZINC 4939 vaikuttaisi kuitenkin sitoutuvan ATP-taskuun ja siten toimivan PKC-
inhibiittorina. Alpha_2I0E-mallissa se sitoutuu taskuun selkeästi puoliskojen 
väliin hyvin paljon staurosporiinin kaltaisella tavalla (kuva 24). Se muodostaa 
myös mahdollisesti vetysidoksen sokerialueen yksikön Thr-401:n sivuketjun 
kanssa. 
Tutkimukset ovat osoittaneet, että ATP-taskuun sitoutuvat inhibiittorit lukitsevat 
kinaasin sellaiseen konformaatioon, jonka defosforylaatio estyy (Gould et al., 
2011). Defosforylaation estyminen saattaa käänteisesti johtaa PKC-aktiivisuuden 
lisääntymiseen esimerkiksi affiniteetiltaan heikompien estäjien vaikutuksesta. 
Hypoteesina voidaankin esittää, että kolurasetaami saattaa estovaikutuksensa 
  
 
kautta pidentää PKC-aktiivisuutta ja tämä välittyy erityisesti muistiin vaikuttavissa 
soluissa, joihin myös asetyylikoliinin määrän lisääntyminen kohdistuu. 
 
 
Kuva 24. Kolurasetaami Alpha_2I0E-mallissa. 
 
8. Pohdintaa 
Tulokset ovat lupaavia, vaikka mitään täysin varmaa niiden osalta ei ilman in vitro 
-sitoutumiskokeita voida sanoa. Tässä tutkielmassa kuitenkin osoitettiin, että 
alustavaa lääkekehitystyötä voi hyvinkin tehdä ilman kalliita laitteita tai ohjelmia. 
Lisäksi kehitetty menetelmä on modulaarinen ja helposti muokattavissa, jos uusia 
menetelmiä ilmenee tai käytetyt ohjelmat päivittyvät paremmiksi.  
Tutkimuksissa löydettiin myös uusia rakenteita, jotka voisivat toimia PKC:n tai 
muiden kinaasien estäjinä tai ainakin lähtökohtina uusien sellaisten 
kehittämiselle. Mielenkiintoisimpana löytönä voidaan pitää kolurasetaamin 
mahdollista toimimista PKC-estäjänä, vaikka sen vaikutusten perusteella sen 
pitäisi toimia PKC:n aktivaattorina. Jos kolurasetaami osoittautuisi 
sitoutumiskokeissa estävän PKC:n toimintaa, tuloksilla voisi olla merkittäviä 
vaikutuksia siihen, miten PKC:n toimintaa voidaan muokata. PKC-estäjien on 
todettu pidentävän toimintakykyisen entsyymin elinikää ja voidaan olettaa, että 
  
 
heikot PKC-estäjät voisivatkin tehostaa PKC:n toimintaa riippuen muiden 
kofaktorien määrästä. 
Tutkimuksen aikana luotua telakointitapaa voidaan pitää toimivana ja sen avulla 
voidaan helposti ja edullisesti tutkia useita entsyymejä ja niiden konformaatioita 
samanaikaisesti. Menetelmä tullaan julkaisemaan netissä ja vapautetaan 
ilmaiseen käyttöön, lisäksi sen kehittelyä tullaan jatkamaan. Mahdollisina 
parannuksina tulosten käsittelyä voitaisiin kehittää ja antaa käyttäjälle 
mahdollisuus valita parhaat tulokset automaattista jatkokäsittelyä varten. Skriptin 
käyttöä varten voitaisiin kirjoittaa graafinen käyttöliittymä, joka helpottaisi käyttöä. 
Lisäksi proteiinikinaaseista voisi luoda suuremman kirjaston, johon telakoida 
molekyylejä käyttäen luotua menetelmää. Tavoitteena voisi olla ohjelmapaketti, 
jolla molekyylin tai molekyylejä voisi telakoida useimpiin kinaaseihin ja alustavasti 
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Liite 1. Proteiinikinaasi C:n isoentsyymien kohdistus PIR-muodossa 
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Liite 2. Modellerin skripti ja käytetyt parametrit 
 
# Homology modeling by the automodel class 
from modeller import *              # Load standard Modeller classes 
from modeller.automodel import *    # Load the automodel class 
 
log.verbose()    # request verbose output 
env = environ()  # create a new MODELLER environment to build this model in 
 
# directories for input atom files 
env.io.atom_files_directory = 'I:/2014final/pdb/' 
env.io.hetatm = True 
a = automodel(env, 
              alnfile  = 'all_beta2.pir',     # alignment filename 
              knowns   = ('3A8WA'),              # codes of the templates 
              sequence = 'pkcbeta2', assess_methods=(assess.DOPE, 
assess.GA341))              # code of the target 
a.starting_model= 1                 # index of the first model  
a.ending_model  = 40            # index of the last model 
                         
# Very thorough VTFM optimization: 
a.library_schedule = autosched.normal 
a.max_var_iterations = 300 
 
# Thorough MD optimization: 
a.md_level = refine.fast 
 
# Repeat the whole cycle 2 times and do not stop unless obj.func. > 1E6 
a.repeat_optimization = 1 
a.max_molpdf = 1e6                         
                        # (determines how many models to calculate) 
a.make()                            # do the actual homology modeling 
 
# Get a list of all successfully built models from a.outputs 
ok_models = filter(lambda x: x['failure'] is None, a.outputs) 
 
# Rank the models by DOPE score 
key = 'DOPE score' 
ok_models.sort(lambda a,b: cmp(a[key], b[key])) 
 
# Get top model 
m = ok_models[0] 





Liite 3. Telakoitavien ligandien käsittelyssä käytetty skripti: 
 
foreach ($Molecule in Get-ChildItem -recurse -include *.pdb,*.mol2) { 
     (prepare_ligand4.py -l $Molecule -A 'hydrogens_bonds' -F -Z) 
} 
   
     
# prepare_ligand4.py -l filename 
# 
#   Description of command... 
#         -l     ligand_filename 
# 
#    Optional parameters: 
#        [-v]    verbose output 
#        [-o pdbqt_filename] (output filename) 
#        [-d]    dictionary to write types list and number of active torsions 
#        [-A]    type(s) of repairs to make: 
#                 bonds_hydrogens, bonds, hydrogens 
#        [-C]    do not add charges 
#        [-p]    preserve input charges on atom type, eg -p Zn 
#        [-U]    cleanup type: 
#                 nphs_lps, nphs, lps, '' 
#        [-B]    type(s) of bonds to allow to rotate 
#        [-R]    index for root 
#        [-F]    check for and use largest non-bonded fragment (False) 
#        [-M]    interactive (default is automatic) 
#        [-I]    string of bonds to inactivate composed of 
#                   of zero-based atom indices eg 5_13_2_10 
#                   will inactivate atoms[5]-atoms[13] bond 
#                               and atoms[2]-atoms[10] bond 
#                      (default is '') 
#        [-Z]    inactivate all active torsions 





Liite 4. Autodock Vina -skripti. 
# Autodock Vina Simple Screening Script 
# Parameters 
# Just to give you a running number how many dockings have been run 
$Number = 1  
# Number of Processor cores to use. Best to run with one less than maximum. 
$Cpu = 7  
# Maximum number of conformers to save. Range 1-10. Usually the best conformer is found in the first 
three models. 
$Nummodes = 1  
# Directory of ligands to run 
$Liganddirectory = 'I:\2014final\known\'      
 $Starttime = Get-Date  # The run date and time read from the computer clock 
 Remove-Item .\Results  # If a result directory already exists, asks if you want to continue 
   
  # Next part reads in the conf files and prepares the appropriate result file 
   
  foreach ($Conf in Get-ChildItem *.conf -name) { 
  $Resultfilename = "$Conf" + "Results.txt" 
  Add-Content $Resultfilename "$Conf` $Starttime" 
  Add-Content $Resultfilename "Score`tLigand" 
   
  # Next every PDBQT file in the ligand directory is docked into the receptor defined in the 
conf file 
  
 foreach ($Ligand in Get-ChildItem $Liganddirectory/*.PDBQT -name -exclude *_out.PDBQT) { 
  $Logfile = "$Ligand" + "$Number" 
  vina --config $Conf --ligand $Liganddirectory/$Ligand  --log $Logfile --cpu $Cpu 
 write-output $Logfile 
  $Number = $Number + 1 
  $A = (Get-Content -Path $Logfile)[25 ..25] | Out-String  
#Results are read from the Logfile. If no Cpu number is defined this will read the wrong line. 
  $B = $A.split( )[10..13] 
  $Output =  "$B" + "`t" + "$Ligand" 
   
  Add-Content $Resultfilename $Output 
  Start-Sleep -s 1  # gives the dockings time to finnish before starting a new one 
   
  # Renames the results with the conf-file name in the beginning and removes old files  
   
  dir $Liganddirectory\*_out.* -exclude *conf*.* | Rename-Item -NewName {"$Conf" + "_" + 
$_.Name} 
  Remove-Item $Liganddirectory\*.PDBQT?* 
  Remove-Item *.PDBQT?* 
  } } 
   
  # Copies all the results into the Results directory  
   
  mkdir .\Results 
  mv $Liganddirectory\*conf*.* .\Results\ 
  # Calculates running time for the dockings, comment the lines to remove from end of the 
results file 
  $Endtime = Get-Date 
  $Runtime = $Endtime - $Starttime 
  Add-Content $Resultfilename "Runtime:` $Runtime" 
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pkciota9_1xjda.conf 05/20/2014 14:15:53pkciota1_2i0ea.conf 05/20/2014 14:15:533a8w.conf 05/20/2014 14:15:53
Score Ligand Score Ligand Score Ligand
-12.7 ZINC00044656.pdbqt -12.4 PKC412.pdbqt -12.1 PKC412.pdbqt
-11.9 ZINC00008006.pdbqt -12.2 ZINC00056308.pdbqt -11.5 Staurosporine.pdbqt
-11.9 ZINC00261243_1.pdbqt -11.9 ZINC00462809.pdbqt -11.2 UCN01.pdbqt
-11.8 ZINC00008005.pdbqt -11.8 ZINC00184519.pdbqt -11.1 ZINC00290106.pdbqt
-11.8 ZINC00207863.pdbqt -11.6 ZINC00170505.pdbqt -11 ZINC00105075.pdbqt
-11.8 ZINC00488250.pdbqt -11.6 ZINC00184572.pdbqt -10.9 ZINC00290113.pdbqt
-11.5 Ruboxistaurin.pdbqt -11.6 ZINC00229714_1.pdbqt -10.8 ZINC00039226.pdbqt
-11.5 ZINC00094102_1.pdbqt -11.5 Ruboxistaurin.pdbqt -10.8 ZINC00221232.pdbqt
-11.5 ZINC00376741.pdbqt -11.5 ZINC00044967.pdbqt -10.6 ZINC00304975.pdbqt
-11.4 PKC412.pdbqt -11.5 ZINC00047414.pdbqt -10.5 ZINC00064617.pdbqt
-11.4 ZINC00184572.pdbqt -11.5 ZINC00170505_1.pdbqt -10.5 ZINC00221006.pdbqt
